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Nouveaux t etr a saccharides et leur preparation 


it 


L 1 invention a pour objet de nouveaux tetrasaccha- 
rides formes d 1 un enchalnement de motifs r e spec t i veme n t 
a structure^acide D-glucuronique /D-gl uco s ami n e/-/ac i de 
L-iduroniqueJ-^D-glucosamine/ de formule I • 


COOR 


10 



20 


25 


OR 



(I) 


OR 


IO 


dans laquelle 


-R^ a representent des qroupenents protecteurs, 1c 

cas echeant dif ferents , compatibles, 

.R^ a R^ 1 Rg f et R 12 re P r ^ sentant P lus particu- 

lierement un groupe benzyle, 

. R et R , un groupe alcoyle, en particulier renfer 

mant 1 a 3 atomes de carbone, de preference un groupe 


me thy 1 e , 


R^ a R^ et ^^3/ un groupe acyle, 


en particulier un 


groupe acetyle, et 


* R 11 Un 9 rou P e benzy loxycarbony le . 

Des tetrasacchar ides preferes repondent a. la formule 

* 

I ci-dessus dans laquelle R^ a R^ , R^ , R iq et R 12 re P r &~ 
sentent un groupe benzyle, R et R , un groupe methyle et 

R r a R„ et R, „ un groupe acetyle. 
5 7 13 

L 1 invention vise egalement un procede de preparation 
de ces te tr a sacchar id e s . 

Ce procede comprend le couplage d'un disaccharide 
A a structure acide/b-glucuroniqu^|p-glucosaraine/ avec 
un disaccharide a structure/acide L-iduronique^-^o- 
gluco s am in e~? 

Ces disacchar ides A et E3 repondent r espectivement 
aux formules II et III suivantes 




(II) 

HO 



dans lesquelles les substituants a R , ^ presentent 

_ 1 13 

les significations donnees ci-dessus et represente 

un groupe reactif en particulier un atome d'halogene de 

5 preference du brome . 

Pour preparer les t^trasaccharides prefer es de 

l'invention, on met en oeuvre des d i sac char ide s A et B 

de formule II et III- dans lesquelles R a R , R , 

1 3 8 

~ et R, _ representent un groupe benzyle, R . et R rtf 
lO 1 2 r ? * ' 4 g' 

lO un groupe methyle et R^ a R^ et un groupe acetyle. 

On observera que les di saccharides A et B^ 
mis en oeuvre sont des derives s emi-ouver t s , dans 
lesquels les differentes positions intervenant dans 
la reaction de glycosy lation sont convenabl em ent bloquees 
15 par des groupes protecteurs, le cas echeant dif f erents, 
compatibles, ne reagissant pas dans les conditions de la 
reaction de glyco sylation' effectuee. 

Ces di sacchar id es ne comportent alors chacun 
qu'un groupement reactif capable d'autoriser la reac- 
tion de glycosyl ation recherchee, ce groupement reactif 
se trouvant sur le carbone anomere en position 1 du 
motif glucosamine pour le derive A, et sur le carbone 
en position 4 du motif acide L- idur onique pour le deri- 
ve B.- 

25 L'obtention d'un derive A comportant un tel 

groupe reactif est avantageusement realisee par reaction 

i 

d'un monosaccharide a structure acide D-glucuronique de 
formule V : 


COOR 



(V) 


avec un monosaccharide a structure D-glucosamine de 
formule VI : 


lO 


15 



25 



(VI) 


HO 


dans lesquels les substituants de ja evoques presentent 

les significations donnees ci-dessus et R,,, represente 

14 

un groupement protecteur permettant 1 1 in troduc t ion 
aisee de R^ et plus specialement un groupe benzoyle. 

On remarquera 1 ' interet d'utiliser le mono- 
saccharide de formule V dans lequel les groupes -OH 
en positions 1 et 6 sont bloquees sous forme anhydro, ce 
qui permet de disposer durant la synthese du disaccharide 
A d'un motif constituant poten tiel lement un motif ayant 
une structure D.-gl uco samin e mais n' interf erant pas 
avec les reactions mises en jeu dans la synthese. Selon 
un autre aspect, ce bloquage par un groupe anhydro permet 
1 1 i n troduc t ion sur les carbones en positions 1. et 6 
des groupements preferes -OCOCH^ par ouverture du .pont 
anhydro et acetylation. 

On dispose alors d'un disaccharide dans lequel 
les differents groupes -OH sont convenabl eme nt bloques 
et le substituant sur le carbone anomere en position 1 
peut etre traite aux fins d 1 introduction du groupement 
reactif devant intervenir dans la reaciton de glycosy- 
lation avec le derive 

Pour la preparation de ce derive B, on a 
avantageusement recours au procede de synthese decrit 
dans la demande de brevet FR No 82 01575 deposee le 
ler fevrier 1982 au nom de la Demander e s se . 


L f invention vise egalement, en tant qu 1 inter- 
media i res, le s produits nouveaux mis en oeuvre au cours 
du procede de 1" invention. 

Les composes de 1 • invention presentent 
notamment un grand interet en tant qu ' i n t er raedi a i r e s 
en synthese osidique, plus spe c i a 1 eraen t pour la synthese 
d 1 oligosaccharides constitutifs de l'heparine ou de 
l f heparane sulfate. 

lis permettent ainsi d'obtenir par voie de 
synthese des oligosaccharides a activite anti-Xa (Yin- 
Wessler) superieure a celle de l'heparine et a activite 
USP pratiquement negligeable. Les tests Yin-Wessler 
et USP sont rappeles notamment dans la demande de 
brevet FR 78 31357 du 6 novembre 1978 au nom de la 
Demander esse . 

Les principales etapes et les produits inter- 
mediates obtenus,qui font done egalement partie de 
l'invention sont illustres dans les figures 1 et 2 
Les formules chimiques des composes de depart, des com-, 
poses intermediair es succes s ivement obtenus et des 
composes finaux, donnees dans ces figures portent des 
references numeriques, egalement utilisees pour desi- 
gner les memes produits dans la description. 

Les abreviations utilisees dans ces formules 
ont les significations suivantes : Ac : un groupe ace- 
tyle ; Me : methyle ;.Bn : benzyle ; Bz : benzoyle. 

E X E M P L E 


SYNTHESE DU DERIVE 4 : 

Le produit 2 (lg), en solution dans du dichloro 
methane (SO ml), est agite en presence de drierite (6g) 
et de carbonate d'argent fraichement prepare (4,5g), 
pendant 1 heure sous une atmosphere d'argon. On ajoute 
alors l'halogenure J_ (2,8g) dissous dans du dichloro- 
methane (lb ml). Apres 1 heure 1/2 on ajoute a nouveau 
2,8g d'halogenure 1. Apres une nuit les solides sont 


elimines par filtration- et le residu obtenu apres 
evaporation des solvants est purifie sur colonne de 
silice dans le solvant acetate d ' e thy 1 e /chloro forme 
(1/30 ; v/v) . 

On obtient ainsi le produit 4 (866 mg ; 
rendement 42 %). II est cristallise dans un melange 
hexane/acetate d ' ethyle. 

7 O 

P . F . : 104- 106 °C ; QQ =0° (c=l ; 
chloroforme) . D 

L'analyse elementaire et le spectre RMN 
sont conformes a la structure recherchee, 
SYNTHESE dii DERIVE f> : 


Le derive 4, (l,5g) est dissous dans un 
melange de chloroforme et de methanol (1/1 ; v/v) ,On 
ajoute ensuite 2 ml de methanolate de sodium 
(2M dans methanol). Apres 20 minutes, la solution est 
neutralisee par addition de resine Dowex 50 conduisant 
au derive _5 qui n'est pas isole, Apres filtration et 
evaporation, une methylation classique par le diazome 
thane dans l f ether perraet de reesterifier la fraction 
d'acide carboxylique eventuellement libere. Apres eva- 
poration le residu est traite par un melange de pyri- 
dine (20 ml)et d'anhydride acetique (2ml) pendant une 
nuit. Apres evaporation, le residu est cristallise 
dans de 1 ' ac eta te d ■ ethyl e/hexane donnant le produit 
6_(l,125g ; rendement 81,6%). 

P.F. : 103-105 0 C ; /°Q =+5 f 2° (c = 1 ; 
chloroforme) m " D 

L" analyse elementaire et le. s p ectre 
RMN sont conformes a la structure recherchee. 

En variante, on prepare le derive <5 en 
operant comme decrit ci-dessus mais en mettant en 
oeuvre le derive 3_ au lieu du derive 
SYNTHESE du DERIVE 7 3 


Le compose 6_ (lg) est dissous dans 1 1 an- 
hydride acetique (lOml) puis refroidi a -20 0 C sous 


argon. A la solution froide, on ajoute de 

l'acide sulfurique concentre (lOO jul). Apres 30 minutes, 
le melange reactionnel est dilue par du chloroforme 
(ISO ml) puis verse sur une solution aqueuse de bicar- 
bonate de sodium (26,5 g dans 400 ml). A la fin du 
degagement gazeux la phase chlor of ormique est lavee 
deux fois avec une solution saturee de NaCl puis sechee 
et concentree. Apres chr oraatogr aphi e sur silitie (50 g) 
dans un melange d'acetate d'ethyle et de chloroforme 
1/20 v/v f on obtient le compose 7 (995 mg Menderaent 
86,7%) . 

Ce compose se presente sous forme d'une 
mousse blanche. 

Le spectre et 1 1 analyse elementaire confirment 
1 'obtention de la structure recherchee. 
SYNTHESE du DERIVE 8 : 


A du tetrabromure de titane (213 mg) on 
ajoute une solution du derive ^7 (0,2g) dans du dichlo- 
romethane/ ac e tate d'ethyle (9/1 ; v/v .4 ml). Apres une 
nuit sous agitation suivie d'une dilution par du. dichlo- 
romethane, on verse sur un melange eau glace (50 ml) ,puis 
on lave avec deux fois 50 ml d'eau glacee. Apres 
sechage et evaporation le sirop obtenu est chromatogra- 
phic sur silice dans le solvant acetate d 1 ethyl e/chlo- 
roforme 1/20 ; v/v. On obtient ainsi le derive 8 avec. 
un rendement de 25 a 50%. 

Spectre de'RMN : (ppm^CDCl^ : 2,04 ; 2,11 : 
2 singulets de 3 protons 2-OAc ; 3,7 : 1 
singulet de 3 protons COO Me ; 6,33 : 1 doublet 

de 1 proton H^; J lf2 = 3 ' 5 Hz • 
SYNTHESE du DERIVE 1 O : 

" i 

Une solution de bromure 8 (SO mg,60 uM) et de 

— ' 

1 'alcool 9^ (43 mg, 50 uM) dans du dichloromethane 
anhydre (1ml) est agitee a l'abri de la lumiere sous 
atmosphere d'argon sec en presence de tamis moleculaire 


4 A (poudre, lOO mg) pendant 15 minutes* Apres refroi- 

dissement a - 1 0° C , 'de la syra- col 1 idine (11 ul, 80 juM) 

■' i 

et du tr i f luorome thanesulf onate d'argent (trif late d 1 Ag , 

18 mg, 70 uM) sont ajoutes sue c e s s i v eraen t , et 1 'agitation 

5 est maintenue dans ces conditions pendant 3 heures, Le 

melange reactionnel est alors dilue avec du dichlorome- 

: thane (30 ml) , les solides sont essores, et le filtrat 

est lave avec une solution 0,1 M d'acide chlorhy dr ique 

glacee, avec de l'eau/avec une solution aqueuse saturee 

lO d 1 hydrog enocarbona te de so.idum, avec de l'eau^seche 

(sulfate de sodium) , filtre et evapore. 

Le residu est chromatographic sur une 

colonne de gel de silice (7 g) • L'elution par le melange 

hexane-ace tate d'ethyle (4 :3, v/v) donne 56 mg de 

15 te tr asacehar ide 1_0 (rendement 70%) sous forme d'un verre 

incolore qu'il n*a pas ete possible de cristalliser. 

Car acteri st ique s du spectre RMN ; 

(270 MH , CDC1 J : S : 7 r 25 (m,35 H, 7 Ph) ; 
z J 

5,35 (d.ded.,1 H, H» J"^" : H J 3 ", 4 " 9 Hz) ; 

it i 

20 5,27 (d., 1H,H , J ",2" : 3.5H) ; 4.31(d., lH, 2 : 

7 , 5 H ) ; 
z 

3,68 (s, 3H, COOMe IDO) 3,59 (s, 3H,COOMe gluco) ; 

3,37 (d.de d., 1H, H 0 J"', ■ " : 7,5 H , J- „ , : 9,5H ) 

£ p i,. 2. Z £ -3 z 

3,18 (d 0 de d 0 , 1H, H", J n 9tt : 3,5 H , J" _ n : 11 Hz) ; 
25 2,06 et 1,97 (2s, 9 et 3 H, 4 OAc) „ 

Ce spectre est reporte sur la figure 3 0 


in t ti i.H 


i 


8 

RE VEND I CATIONS 

!• Tetrasaccharides, caracterises en ce qu'ils 

sont formes d'un enchainement de motifs a structure 

|acide D-glucuroniqu^-jp-gl ucosami ni~|cide L-iduroniqug- 

Jp-glucosaminil, de formule I 


COOR 



(I) 


OR 


10 


dans laquelle : 

- R 1 a R^-representent des groupements protecteurs, lc 

cas £cheant, differents, compatibles, 

♦ R l a R 3' R 8 ' R 1Q et R 12 representent plus particu- 

lierement un groupe benzyle. 

* R 4 et R 9 ' un groupe alcoyle, en. particulier renfer- 

mant 1 a 3 atonies de carbone, de preference un groupe 
m e thy 1 e . 


a R 


e t R 


5 _ „ 7 ~ - "13' un troupe acyle, en particulier un 
groupe acetyle, et 

Un groupe benzyloxycarbonyle. 

2 * Procede de preparation de tetrasaccharides 

selon la r e vend i cat ion l r caracterise en ce qu'il comporte 
la reaction du disaccharide A avec le disaccharide 
B, de formules II et III respectives : 


i 


9 



dans lesquelles les substituants R a R presentent 
les significations donnees ci-dessus et represente 

■ un groupe reactif en particulier un atome d'halogene^ de 
pre f erence du brorae> dans des conditions permettant leur 

couplage. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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PLANCHE III/3 



